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Description 

Domaine de t'inventlon 

[0001 ] La presents invention a trait a un nouveau pro- s 
cede" de dosage d'une substance immunologique choi- 
sie parmi I'ensemble constitue par les antigenes et les 
anticorps. iedit procede" mettant en oeuvre des particu- 
les de latex magnetiques servant de "support" a la reac- 
tion immunologique jo 

antigene + anticorp9 antigene-anticorps 

et des particules non-magnetiques servant de 'mar- "5 
queur" dans ladite reaction. 

[0002] Elle conceme dgalement, en tant que produits 
industriels nouveaux, les trousses ou necessaires de 
dosage comprenant lesdites particules magnetiques et 
non-magnetiques sensibilisees avec des composants 20 
(ou substances) immunologiques. 

Art anterieur 

[0003] Historiquement, on salt que des techniques de 2S 
dosage reposant sur I'agglutination macroscopique (i.e. 
agglutination visible a I'oeil nu) de particules de latex 
sensibilisees par un antigene (ou respect ivement un an- 
ticorps) par mise en contact avec un conjugus* anticorps 
(ou respectivement antigene) ont et6 presentdes pour zo 
la premiere fois dans I'article de J.M. SINGER. Ameri- 
can Journal of Medecine, 31, pages 766-779, (1961). 
[0004] Ces techn iques da dosage ont ete ameliorees, 
en ce qui concerne la sensibilite et la durde de reaction, 
en remplacant la detection a Pechelle macroscopique 3S 
de I'agglutination. par una detection a I'echelle micros* 
copique de la reaction d'agglutination antigene/anti- 
corps au moyen d'une variation de ('intensity lumineuse 
transmise ou drffractde (i.e. drffusee). Ainsi ont ete pro- 
poses des dosages quantrtatifs ou qualrtatifs par turbi- <o 
dimetrie ou par ndpheMorndtrie. 
[0005] Dans le domains de la turbidimZtrie (par me- 
sure de I'absorbance da la lumiere), on connatt des ar- 
ticles de A.M. BERNARD et ai.. Clin. Chem., 27 (No. 6), 
pages 832-837, (1981) at de AM. BERNARD et R.R. *s 
LAUWERYS, Clin. Chem Acta J19, pages 335-339, 
(1982), ("utilisation de particules submicron iques de la- 
tex (diametre moyen : 0,79 micrometre) revenues d'an- 
ticorps anti (p 2 -microglobuline) par mesure de I'absor- 
bance a 360 nm ; de I'article de Y. MAYNARD et a!., Clin, so 
Chem.. 32 (No. 5), pages 752-757, (1986), I'utilisation 
d'anticorps monocionaux ou polyclonaux anti-IgG pour 
le dosage, dans les microcuvettes, d'immunoglobulines. 
sdriques. 

[0006] Dans ie domains de la ndphe* lomd trie (par me- ss 
sure de la diffusion de la lumiere) on connait de I'article 
de J. GRANGE et ai., Journal of Immunological 
Methods, J8, pages 365-375, (1977) Tutilisation de 



billes de latex submicroniques (diametre moyen ■ 0 3 
micrometre) revenues d'un anticorps. anti-IgG de lapjn. 
pour le dosage d'lgG de lapin. Les billes de latex sont 
ici constitutes par du polystyrene carboxyle conienant 
les groupes COOH pour fixer le ligand ou composant 
immunologique, dans le cas d'espece i'anticorps anti- 
igG de lapin. Cet article signale notammenl que "la pre- 
paration de spheres de latex contenant des antigenes 
ou des anticorps adsorbes est difficile a standardiser en 
raison de leur tendance a s'auto-agglutiner lorsque le 
pH et la force ionique du milieu de dosage changenf 
[0007] On ccnnait egalement de I'article d 1 Anne-Ma- 
rie BONNEFOY et al.. C.R. Acad. Sc. Paris, 233. sene 
D. pages 115-118 (5 juillet 1976) I'utilisation de spheres 
de latex (polystyrene) d'un diametre de 300 nm lie* es par 
covalence a un anticorps pour la realisation de dosages 
ne'phe'lome'triques (lecture sous une longueur d'ondede 
550 nm, selon un angle observation de 90°). 
[0008] En bref, les mdthodes turbidimdtriques et ne*- 
phdlomdtriques, qui sont utilisables pour des concen- 
trations de substance immunologique superieures a 0.1 
mg/mi (mSthodes turbidimetriques) ou superieures a 
0.02 mg/ml (methodes ndphdtometriques), requierent 
un materiel tres 'specialise^ et un trartement prealable 
des echantillons. Elles sont limitees par plusieurs incon- 
vdnients a savoir : 

difficultes a realiser des suspensions stables et 
standardises, 

• auto-agglutination spontanee des latex sensibilisds 
par un anticorps ou un antigene, 

faible plage de mesure de ia courbe d'etalonnage 
(variation de la density optique (OD) n'exc e" dant pas 
0.3 a 0.4), 

manque de sensibilite* et de rep roductibi lite, 
traitement du reactif particulaire avant emploi dans 
certains cas (pour d6sagregation), et mauvaise sta- 
bility du reactif, 

• mise en oeuvre delicate et detection parfois com- 
plexe. 

Ces inconventents ont fait que ces mdthodes n'ont pas 
ate" exploiters malgre leur interet pratique. 
[000«] On connatt par ailleurs de US-A-5 175 1 12 (J. 
AMIRAL et ai.) un precede de dosage turbidimetrique 
ou nephe"fom6trique par agglutination d'un reactif cons- 
titue par des particules de latex submicroniques sensi- 
bilizes par un anticorps (ou respectivement un antige- 
ne) en presence de {'antigene correspondant a tester, 
ce precede permettant cfameliorer la sensibilite (seuil 
de sensibilite* de I'ordre de 100 ng/ml par turbidimetrie. 
et de I'ordre de 1 0 ng/ml par nephelometric) par un choix 
particular de la nature du latex, de la granulomere des 
particules dudit latex, du mode de stabilisation desdites 
particules, de ia force ionique et du pH du milieu rdac- 
tionnel liquids. ■ 

[0010] Par ailleurs, on connatt des trousses ou neces- 
saires de dosage comprenant des particules de latex 
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magnetiques at plus particulierement des particuies de 
latex paramagnatiques (les fabricants da particuies de 
latex les appellent notamment des particuies de latex 
"superparamagnStiques'). II se trouve que les protoco- 
les de dosage fournis avec ces trousses (notamment 
celui des trousses commercialisees par les societes di- 
tes AMERSHAM et CIBA-CORNING) mettent en oeuvre 
un precede different de celui de I'invention, en ce sens 
que iesdites particuies de latex magnetiques sensibili- 
sdes par un materiau immunologique interviennent prin- 
cipalement pour rempfacer, dans une mdthode El A ("en- 
zymoimmunoassay") ou RIA ('radioimmunoassay '), 
une operation de filtration ou centrifugation. En particu- 
iier les protocols de dosage des trousses connues con- 
tenant des particuies de latex magnetiques (i) ne con- 
cement pas le domaine de ['agglutination, et (ni) ne de- 
crivent ni ne suggerant en particulier le precede prefers 
seion invention dit de dosage "en retour* direct ou en 
un seul temps (c'est-a-dire en operant dans le meme 
milieu et le meme recipient de reaction, sans rincage ni 
apport supplemental de reactif ou diluant), d'une part, 
ni le dosage "direct' (inverse du dosage dit en Vetour') 
par inhibition competitive en un seul temps, d'autre part. 
[0011] Par ailleurs, on connaTt de US-A-4 115 535 (I. 
GIAEVER), JP-A-5 180 842 (NIPPON PAINT Co. Ltd.) 
[resume dans DATABASE WPI de DERWENT. No. 
93-267053 et publie le 23.07. ig93] et de WO-A- 
8606493 (LABSYSTEMS OY) une technique de dosa- 
ge/identification selon laquelle on fait 

(1) rdagir (a) des particuies sensibilisees par le mS- 
me antigene, ces particuies etant les unes magne- 
tiques les autres non-magndtiques et colorees, 
avec (b) un echantiilon susceptible de contenir un 
anticorps specrfique dudit antigene, et 

(2) appiiquer un champ magnetique pour observer 
dans la portion non-agglutindedu milieu reactionnel 
liquids, une diminution de la density optique tradui- 
sant la presence dudit anticorps dans ledit echan* 
tillon. 

[0012] Selon le resumdde JP-A-5 180842 precfte, on 
peut dgalement faire reagir (a) des particuies magneti- 
ques et non -magnetiques sensibilise" es par le meme an- 
ticorps avec (b) un Schantillon susceptible de contenir 
I'antigene correspondant. 

[0013] Cetta technique de competition/agglutination 
prdsente cependant i'inconvenient de ne pas etre suffi- 
samment sensible par rapport aux methodes El A et RIA 
connues. 

[0014] On connaTt enfin de EP-A-0 410 893 (MITSU- 
BISHI KASEI) une technique de dosage (ou identifica- 
tion) d'un anticorps susceptible d'etre present dans un 
echantiilon de fluide biologique, selon laquelle 

(1) on fait reagir ledit echantiilon avec un melange 
comprenant (a) dee particuies non-magnetiques 
sensibilisees par i'antigene specrfique dudit anti- 



corps, et (b) des panicufes magnetiques sensibili- 
sees par un produit fixant les anticorps [tel aue la 
proteine A, une autre substance fixant le fragment 
Fc des anticorps ou un anti(anticorps)), 

5 12) on applique un champ magnetique pour separer 
les particuies non-magnetiques qui n'ont pas ete 
aggiutmSes avec les particuies magnetiques. et 
(3) on evalue ia quantity de particuies non-magne- 
tiques qui n'ont pas ete" agglutinees pour en deduire 

io la quantity d'anticorps presents dans ledit echan- 
tiilon. 

[0015] Dans cetta demiere technique, les particuies 
magnetiques sensibillsdes par le produit fixant les ami- 
rs corps interviennent comme un moyen ampiificateur de 
' la reaction de I'antigene avec I'anticorps que Ton veut 
determiner. Cependant cette technique prdsente I'in- 
convenient de ne pas dtre suffisamment sensible par 
rapport aux methodes EIA et RIA connues. 

20 

But de I'invention 

[001 6] Un des buts de I'invention est de proposer une 
nouvelle solution technique pour le dosage, la determi- 

25 nation ou ('identification par agglutination a I'echelle mi- 
croscopique. qui soit essentiellement plus rapide et sub- 
sidiairement plus sensible que les methodes anterieu- 
rement connues de dosage d'agglutination par turbidi- 
metrie, nephelometric ou champ magnetique. 

& [0017] L'objectif ideal, en ce qui concerne la sensibi- 
lity, s a rait d'atteindre, par une technique d'agglutination 
ou par une technique homogene en un seul temps, ne 
necessitant pas les lavages habituels des techniques 
EIA. le seuil (concentration minimale de la substance 

55 immunologique a doser se situant dans la garnme de 1 0 
ng/ml a 1 ng/ml) des techniques EIA ou RIA. 
[0018] Un autre but de i'invention est de pallier aux 
inconve'nients precrtes des techniques de dosage de 
('agglutination par turbidimetrie, n6pheiometrie ou 

40 champ magnetique. 

[001 9] Selon I'invention est envisage" e pour le dosage 
ou Identification d'une substance immunologique [X], 
une nouvelle solution technique mettant en oeuvre des 
particuies magnetiques et non-magnetiques qui sont (i) 

<5 les unes sensibilisees par un anticorps [antiX] de ladite 
substance immunologique, et (ni) les autres sensibill- 
sdes par ladite substance immunologique [X], un anti- 
corps [anti(antiX)] dudit anticorps [antiX] ou un anticorps 
identique ou different dudit anticorps [antiX]. 

so 

Obfet de I'invention 

[0020] Ces buts sont attaints grace a la nouvelle so- 
lution technique selon I'invention permettant de detecter 
55 la portion non agglutinde (avec un photometre de labo- 
ratoire relativement simple) d'un systeme comprenant 
un reactff immunologique constitue par des particuies 
de latex magnetiques sensibilisees par un premier com- 
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posant immunologique.-d'une part, et un rSactif immu- 
nologique constitue par des particules non-magneti- 
ques sensibilisees par un second composant immuno- 
logique. d'autre "part, I'un desdits premier et second 
composants etant un anticorps da la substance immu- •$ 
nologique X a tester I'autre etant anti(X). anti(antiX) ou 
ladite .substance immunologique X. 
[0021 ] Selon un premier aspect de ('invention, on pre- 
conise cone un procede de dosage, d'identification ou 
de determination en retour de facon directe d'une subs* to 
tance immunologique (X) choisie parmi Tensemble 
constitue par les antigenes et les anticorps et suscepti- 
ble d'etre presente dans un echantillon a tester, (edit 
procede. qui met en oeuvre (i) des particules de latex 
magnetiques, (ni) des particules non-magnetiques et is 
(iii) une reaction immunologique 

X + antiX X(antiX), 

20 

etant caracterise en ce qu'il comprend les Stapes cpn- 
sistant a 

(T) mettre en contact dans un milieu liquids ledit 
echantillon a tester et pouvant contenir ladite subs- 2$ 
tance immunologique avec des quantrtes biotogi- 
quement connuee 

(A) d'un premier reactif immunologique en sus- 
pension dans un tampon et constitue par des 30 
particules de latex magnetiques sensibilisees 
par un premier composant qui est un anticorps 
(antiX) de ladite substance immunologique, et 

(B) d'un second reactif immunologique en sus- 
pension dans un tampon et constitue" par des is 
particules non-magnetiques sensibilisees par 

un second composant qui est un anticorps de 
ladite substance immunologique, ledit second 
, composant etant (I) stoechiometriquement en 
exc&s par rapport a ladite substance immuno- *o 
logique X a tester et (ii) different dudit premier 
composant (antiX) ; 

(2°) incuber le milieu reactionnel resultant pendant 
une dure e inferieure ou egaie a 1 h pour mettre en 45 
oeuvre la ou les reactions immunologiques X + an- 
tiX X-(antiX) ; 

(3°) appiiquer un champ magnetique pour separer, 
dans le milieu reactionnel resultant, les produits 
magnetiques deplaces par ledit champ magnetique so 
des produits non -magnetiques non affectea par le- 
dit champ magnetique ; puis, 
(4°) evaluer ladite substance immunoiogique (X), 
pouvant dtre presente dans I'echantillon a tester, 
par I'observation de la portion (P) du milieu reac- ss 
tionnel resultant ne contenant que des produits 
non-magnetiques en suspension dans ladite por- 
tion (P) et non affectes par la reaction immunologi- 



que et ledit champ magnetique. 

[0022] Selon un second aspect de ('invention on pre- 
conise un procede de dosage, d'identification ou de de- 
termination en retour de facon directe d'une substance 
immunoiogique (X) choisie parmi ("ensemble constitue 
par les anticorps et susceptible d'etre presente dans un 
echantillon a tester, ledit procede, qui met en oeuvre ii) 
des particules de latex magnetiques. (ni) des particules 
non-magnetiques et (iii) une reaction immunologique 

Antigene + anticorps -* antigene • anticorps 

etant caracterise en ce qu'il comprend les etapes con- 
sistant a 

(1°) mettre en contact dans un milieu liquide ledit 
echantillon a tester et pouvant contenir ladite subs- 
tance immunologique avec des quantrtes biologi- 
quement connues 

(A) d'un premier r6actif immunologique en sus- 
pension dans un tampon et constitue par des 
particules de latex magnetiques sensibilisees 
par un premier composant qui est un antigene 
specifique de ladite substance immunologique, 
et 

(B) d'un second reactrf immunologique en sus- 
pension dans un tampon et constitue par des 
particules non-magnetiques sensibilisees par 
un second composant qui est un antigene de 
ladite substance immunologique, ledit second 
composant etant (i) stoechiometriquement en 
exeds par rapport a ladite substance immuno- 
logique X a tester et (ni) different dudit premier 
composant antigene ; 

(2°) incuber !e milieu reactionnel resultant pendant 
une dur6e inferieure ou egaie a 1 h pour mettre en 
oeuvre (a ou les reactions immunologiques antige- 
ne + anticorps antig&ne-anticorps ; 
(3°) appiiquer un champ magnetique pour separer. 
dans le milieu reactionnel resultant, les produits 
magnetiques deplaces par ledit champ magnetique 
des produits non-magnetiques non affectes par le- 
dit champ magnetique ; puis. 
(4°) evaluer ladite substance immunologique (X), 
pouvant etre presente dans rechantiilon a tester, 
par I'observation de la portion (P) du milieu reac- 
tionnel resultant ne contenant que des produits 
non-magnetiques en suspension dans ladite por- 
tion (P) et non affectee par la reaction immunologi- 
que et ledit champ magnetique. 

[0023] Selon un troisieme aspect de I'invention. on 
preconise un precede de dosage, d'identification ou de 
determination d'une substance immunologique (X) choi- 
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sie parmi i'ensemble constitue par les antigdnes et les 
anticorps et susceptible d'Stre presente dans un echan- 
tillon a tester, ledit precede, qui met en oeuvre (i) des 
particules de latex magnetiques. (ni) des part icules non- 
magnetiques et (Hi) une reaction immunologique 5 

X + antiX -> X-(antiX), 

etant caracterise en ce qu'il comprend les Stapes con- io 
sistant a 

(1°) mettre en contact dans un milieu liquide ledit 
echantillon a tester et pouvant contenir ladite subs- 
tance immunologique avec des quantity biologi- is 
quement connues 

(A) d'un premier reactif immunologique en sus- 
pension dans un tampon et constitue par dee 
particules de latex magnetiques sensibilisees 20 
par un premier composant qui est un anticorps 
(antiX) de ladite substance immunologique, et 

(B) d'un second reactif immunologique en sus- 
pension dans un tampon et constitue" par des 
particules non -magnetiques sensibilisees par 25 
un second composant qui est ladite substance 
immunologique ; 

(2°) incuber ie milieu rdactionnel resultant pendant 
une durde infe>ieure ou egate a 1 h pour mettre en 30 
oeuvre la ou les reactions immunologiques X + an- 
tiX X-(antiX) ; 

(3 B ) appliquer un champ magnetique pour separer, 
dans le milieu reactionnel resultant, les produits 
magnetiques d^places par (edit champ magnetique 35 
des produits non-magnetiques non affectds par le- 
dit champ magnetique ; puis, 
(4°) dvaluer ladite substance immunologique (X) a 
tester, pouvant etre presente dans I'echantillon a 
tester, par i'observation de ta portion (?) du milieu <o 
reactionnel resultant ne contenant que des produits 
non-magnetiques en suspensions dans ladite por- 
tion (P) et non affectes par la reaction immunologi- 
que et ledit champ magnetique. 

45 

[00241 Selon ^invention on propose egalement un ne« 
cessaire, kit ou trousse de dosage pour doser, identifier 
ou determiner une substance immunologique (X) pou- 
vant etre contenue dans un echantillon a tester, ledit ne- 
cessaire etant caracterise en ce qu'il comprend so 

(A) un reactif immunologique constitue par des par- 
ticules de latex magnetiques sensibilisees par ledit 
premier composant. et 

(B) un reactif immunologique constitue par des par- ss 
ticules non-magnetiques sensibilisees par ledit se- 
cond composant 



[0025] Plus precisement. ledit necessaire comprend 

pour la mise en oeuvre du precede selon ie premier 
aspect ci-dessus : 

(A) un reactif immunologique conslitue par des 
particules de latex magnetiques sensibilisees 
par un premier anticorps (antiX) de la substan- 
ce X. et 

(B) un reactif immunologique constitue par des 
particules non-magnetiques sensibilisees par 
un second anticorps de la substance X different 
dudit premier anticorps antiX ; 

pour la mise en oeuvre du proc6d6 selon le second 
aspect ci-dessus ou la substance immunologique X 
a tester est un anticorps : 

(A) un reactif immunologique constitue par des 
particules de latex magnetiques sensibilisees 
par un premier antigdne speciflque de I'anti- 
corps X, et 

(B) un reactif immunologique constitue par des 
particules non-magnetiques sensibilisees par 
un second antigdne speciflque de I'anticorps X 
et different dudit premier antigdne ; et, 

• pour la mise en oeuvre du precede selon le troisid- 
me aspect ci-dessus : 

(A) un reactif immunologique constitue par des 
particules de latex magnetiques sensibilisees 
par un premier composant qui est un anticorps 
(antiX) de la substance X, et 

(B) un reactif immunologique constitue par des 
particules non-magnetiques sensibilisees par 
un second composant qui est ladite substance 
X. 

Abrtvl&tion* 

[0026] Par commoditd les abreviations suivantes ont 
ete utilisees dans la presente invention. 

CMV designe un cytomegalovirus ; 

0 designe un fragment monomers particulier 

appartenant a I'ensemble de FOP ; 

ODi designs un fragment D dimere particulier ap- 
. partenant a I'ensemble des FnDP ; 

EIA designs un essai enzymo-immunologique 
(de I' anglais : •enzymoimmunoassay') ; 

F(ab) designe un fragment d'un anticorps du type 
1 g comportarrt les branches a et b et obtenu 
par clrvage dudit anticorps par la papains ; 

F(ab') 2 designs un fragment d'un anticorps du type 
Ig comportant les branches a et b et obtenu 
par clivage dudit anticorps par la pepsin e ; 

Fc designs un fragment d'un anticorps du type 
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. Ig essentieliement constitue par ia branche 
c et obtenu par clivage chimique ou 
enzymatique : las fragments Fc sont homo- 
logues mais'structureilement diff6rents sa- 
lon le mode de clivage [voir k cet effet les s 
indications (ournies dans ia publication FR- 
A-2 645 647 en ce qui concerne les Fc se- 
pares de F(ab) et Ffab'y : 

FOP aesigne les produits de degradations du ty- 
pe FgDP ou FnDP ; /o 

FgDP designe les produits de degradation du 
fibrinogene ; 

FnDP designe les produits de degradation de la 
fibrine : 

GMV designe un virus de !a rubeole (de Panglais : ^ 

'German measles virus') ; 
HBcAb designe un anticorps de noyau du virus de 

I'hepatite B (en anglais : 'hepatitis B core 

antibody") ; 

HBcAg designe un antigene de noyau du virus de 20 
I'hepatite B (en anglais : "hepatitis B core 
antigen") ; 

HBsAb designe un anticorps de surface du virus de 
I'hepatite B (en anglais : 'hepatitis B surface 
antibody') ; 25 

HBsAg designe un antigene de surface du virus de 
I'hepatite B (en anglais : 'hepatitis B surface 
antigen') ; 

HCV designe un virus de I'hepatite C ; 

HIV designs un virus d'immunodeficience hu- 30 
maine (en anglais: 'human immunodefi- 
ciency virus') ; 

HSV designe un virus de I'herpes (en anglais : 
'herpes simplex virus'); 

Ig designe una immunoglobuline, notamment & 

une IgG, une igM ou un melange (IgG/IgM) 
des deux ; 

I V A designs un virus ds la gripps ds type A (en 
anglais : 'influenza A virus') ; 

IV a designs un virus ds la gripps ds type B (en 
anglais : 'influenza B virus') ; 

00 ' designs la dsnsite optique ; 

PAI designs un inhibiteur dss actrvateurs du 
plasminogene ; 

PAI-1 designs i'inhibiteur 1 dss activataurs du <s 
plasminogens, substancs form ant dss com- 
plexes (tPA-PAM ) et (uPA-PAI-1 ) avec tPA 
et rsspsctivsmsnt uPA ; 

RF designs Is factsur rhumatoids ; 

RIA designs un essai.radio-immunologique (de so 
I'anglaie : 'radioimmunoassay') ; 

RSV designs un virus ds la syncinesis respiratoi- 
re (en anglais 'respiratory syncitial virus') ; 

RT designe la temperature ambiante 

(18-25°C); 55 

tPA designs tout activateur du plasminogene de 
type tissulaire (en anglais : 'tissue plasmino- 
gen activator') et comprend les sctPA (acti- 



vateur du plasminogene de type tissulaire de 
structure monocatenaire. en anglais : 'sin- 
gle-chain tissue plasminogen activator") et 
tctPA (activateur du plasminogene de lype 
tissulaire de structure bicatenaire. en 
anglais : 'two-chain tissue plasminogen 
activator') ; 

TV designe un virus de la toxoplasmose ; 

uPA designe tout activateur du plasminogene de 
type urokinase (de I'anglais ■ "urokinase 
plasminogen activator') et comprend les 
scuPA (activateur du plasminogene de type 
urokinase de structure monocatenaire, en 
anglais : 'single-chain urokinase plasmino- 
gen activator", egalement appeie prouroki- 
nase) et tcuPA (activateur du plasminogens 
de type urokinase de structure bicatenaire, 
en anglais : 'two-chain urokinase plasmino- 
gen activator', egalement denomme 
urokinase) ; 

9C3 anticorps monoclonal specifique du DDi 
(commercialise par la societe dits DIA- 
GNOSTICA STAGO) ; 

2F7 anticorps monoclonal specifique du DDi 
(commercialise par fa societe dits DIA- 
GNOSTICA STAGO) ; 

7D4 anticorps monoclonal specifique du PAI-1 
(commercialise par la societe dite DIA- 
GNOSTICA STAGO) ; 

7F5 anticorps monoclonal specifique du PAI-1 
(commercialise par la societe dite DIA- 
GNOSTIC A STAGO). 

0r*v» description ds* d ess ins 

[0027] Dans les dessins annexes, nullement limitatifs, 

• ia figure 1 illustre schematiquement les mecanis- 
mes reactionnels d'un dosage selon invention, dit 
'en retour" et utiiisant des particules de latex ma- 
gnetiques sensibilisees par un anticorps leve contra 
la substancs immunologique & dossr et des parti- 
cules de latex non-magnetiques sensibilisees par 
un anticorps leve contre ladite substance 
immunologique ; 

la figure 2 montre une courbe "dose-reponss' eta- 
bile par turbidimetris (OD mesuree a. 450 nm) et re- 
lative k retalonnage du dosage du DDi selon 
rinventkxi ; 

• la figure 3 montre une courbe 'dose-reponse - eta- 
blie, par comparaison, dans les mdmes conditions 
que ia courbe de la figure 2, selon ies modalites 
operator res El A f ournies dans la notice ds la trous- 
ss 'ASSERACHROM* D-DIMERE' (commerciali- 
s6e par la soctdte dits DIAGNOSTIC A STAGO pour 
Is dosage du DDi) ; 

- la figurs 4 montre la correlation entre les dosages 
du DDi selon le precede de invention (figure 2) et 
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seion la methode EIA (figure 3) ; 
la figura 5 montre la courts 'dose-reponse" du do- 
sage de la Proteins C selon I'invention : 
la figure 6 montre une courbe 'dose-reponse" eta- 
blie par fluorescence et relative a retalonnage du 
dosage direct du DOi selon invention : 
'a figure 7 montre une courbe 'dose-reponse" eta- 
blie par fluorescence et relative a I'etalonnage du 
dosage en retcur du PAI-1 seton I'invention ; et, 
la figure S montre une courbe 'dose-raponse" eta- 
blie par turbidimetrie (OD mesuree a 450 nm) et re- 
lative a i'etalonnage du dosage en retour do HBsAb 
selon le procede de I'invention. 

Description dttalllte de I'invention 

[0028] Par I'expression 'substance immunologique - 
on entend ici tout element d'un couple (antigene/anti- 
corps) intervenant dans une reaction immunologique : 

antigens + anticorps -> antigene-anticorps 

[0029] Par 'substances antigsniquss" on entsnd ici 
les antigenes proprement dits, d'une part, et les subs- 
tances a partir dssqusllss on peut gendrer des anti- 
corps, d'autre part Parmi les substances a partir dss- 
qusllss on peut gdnererles anticorps, on peut notam- 
ment citer les haptenes, Iss peptides, les medicaments 
comportant au moins un fragment peptidique, les alca- 
ioi'des et d'une maniere generale toutes substances pre- 
sentant une structure immunologique. 
[0030] Le premier composant immunologique est 
fixe, par (i) adsorption ou (ni) par covalence (i.e. par I'in- 
termediaire d'un compose bifonctionnel formant un 
pont). sur des particulss ds latex magnetiques. 
[0031 ] Les modal it 6s ds fixation par adsorption ou co- 
valence sont decrites dans la brevet US-A-5 175 112 
precit6 incorpore ici a titre de reference en ce qui con- 
cerne (i) la fixation par adsorption et par covalence, (ni) 
la stabilisation des particulss de latex st (hi) Is nombrs 
ds milliequivalents de groupes COOH par gramme de 
latex. 

[0032] Les particules ds. latex de ce premier reactif 
immunologique sont magnetiques, a savoir diamagnd- 
tiques (elles sont repoussees par un aimant) ou mieux 
selon I'invention paramagnetiques (eiles sont atttrdes 
par un aimant). Ces particules de latex sont sensible- 
ment sphdriques st se presentent avantageusement 
sous la forme de microbiiles ayant un diametre se si- 
tuant dans I'intervalle 0,02 - 20,0 micrometres. 
[0033] Le second composant immunologique est fixe 
sur des particules non -magnetiques capabies de fixer 
un antigene ou un anticorps, ces particulss non-magne- 
tiques etant notamment choisies parmi Tensemble 
constitue par les particules ds latex, les particules me- 
talliques et les autres particulss adsorbantes telles que 
les argiles (notamment la bentonite) et le charbon actif. 



Les particules de latex non-magnetiques peuvent etre 
sort non-colorees. sort coforees. soit encore suscepti- 
bles de fournir une coloration, ^utilisation de particules 
de latex non-magnetiques fluorescentes. phosphores- 
5 centes. luminescentes. ou chemiluminescentes amelio- 
re la sensibility du dosage selon I'invention. Les parti- 
cules metalliques peuvent etre notamment des particu- 
les colloidales d*6r ou d'argent. 
[0034] La fixation du second composant immunologi- 

?o que sur des particules de latex non-magnetiques est 
realises par adsorption ou par covalence comme indi- 
que ci-dessus ; la fixation du second composant sur des 
particules metalliques (telles que Au colloidal ou Ag col- 
loidal) ou les autres particules adsorbantes (telles que 

'5 la bentonite et le charbon actrf) est en general realisee 
par adsorption. Les particules non-magnetiques, (avan- 
tageusement les particules de latex non-magnetiques), 
servant a I'elaboration du reactif immunologique cove- 
nant ledit second composant immunologique, sont sen- 

20 siblement spheriques et se prdsentent avantageuse- 
ment sous la forms de microbiiles ayant un diametre se 
srtuant dans I'intervalle 0,01 - 10,0 micrometres. 
[0035] De facon sncore plus avantageuse, les parti- 
cules de latex magnetiques (de preference ici des par- 

25 ticules de latex paramagnetiques) et les particules non- 
magnetiques (notamment les particules de latex non 
magnetiques) seront des particules submicroniques. 
c'est-a-dire des microbiiles ayant un diametre inferieur 
ou egal a 1 micrometre, meme si des particules d'un 

30 diametre de 1 a 20 micrometres donnsnt des r6sultats 
corrscts. 

[0036] On recommande plus particulierement d'utili- 
ser sslon I'invention (i) des particulss de latex magneti- 
ques qui sont sensibilisees par le premier composant 

35 immunologique et qui ont un diametre compris dans i'in- 
tervalle de 300 - 800 nm, et (ii) des particulss non-ma- 
gnetiques qui sont sensibilisees par le second compo- 
sant immunologique et qui ont un diametre compris 
dans i'intervaile de 100 - 600 nm. 

40 [0037] Les latex utilises dans la mise en oeuvre de 
I'invention seront avantageusement des latex decrits 
dans US-A-5 175 112 prscite ou encore des latex chlo- 
romethyies. 

[0038] Le precede de I'invention permet I'identifica- 
<5 tion, dans un milieu biologique aqueux tel que le sang 
(plasma ou serum), urine, saiive ou fart, d'une substance 
immunologique qui peut etre (i) une substance antige- 
nique telle que DOi, PAI, tPA (notamment sctPA et/ou 
tctPA), uPA (notamment scuPA et/ou tcuPA). Proteine 
so c, (ii) un antigene d'origine bacterienne ou virale tel que 
HBcAg, HBsAg, antigene de I V A ou antigene de IV B , ou 
(iii) un anticorps present dans ou dirige contre une por- 
tion d'enveloppe ou noyau de bacterie, moisissura ou 
virus tel que HBcAb, HBsAb, anticorps ds CMV, GMV, 
55 HCV, HIV, HSV, MCV. RCV ou TV 

[0039] En pratique, selon une premiere solution tecn- 
. nique, la substance immunologique (X) a doser sera 
une substance antigenique (notamment DDi, FgDP. 
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FnDP. PAI. Proteins C i: HBcAb. HBsAg, RSV, JV A , IV B , 
adenovirus, etc.), le premiurr^actif immunologique se- 
ra alors sensibilise par un composant anticorps (antiX) 
specifique de ladite substance immunologique, et le se- 
cond reactil immunologique sera sensibilise par un 
ccmoosant anticorps monoclonal specifique de ladite 
substance immunologique, different de I'anticorps mo- 
noclonal (antiX) du premier reactif immunologique. 
[0040] En pratique, selon une seconds solution tech- 
nique, la substance immunologique (X) a doser sera un 
anticorps (notamment HBsAb, HBcAb (Ig totale/lgM), 
un anticorps IgG/IgM de TV, un anticorps IgG/tgM de 
GMV. un anticorps IgG/IgM de CMV. un anticorps IgG/ 
IgM de HSV. un anticorps IgG de HCV, un anticorps IgG 
de HIV, etc..) et 

(i) le premier materiau immunologique sera alors 
sensibilise" par un composant anticorps [antiX, i.e. 
unanti(anticorps)] de ladite substance immunologi- 
que X et le second rdactif immunologique sera sen- 
sibilise par un composant antigene specifique de la- 
dite substance immunologique X, ou 

(ii) le premier reactif immunologique et le second 
reactif immunologique seront sensibilises chacun 
par un antigene different et specifique de ladite 
substance immunologique. 

[0041] Dans la reaction immunologique d'agglutina- 
tion selon ie precede" de ('invention fes particules de la- 
tex magn6tiques interviennent en tant que 'support* et 
les particules non-magne'tiques en tant que 'marqueur*. 
Apres incubation ou reaction (selon le stade (2°) ci-des- 
sus), sous Taction d'un champ magnetique, notamment 
cr6e" par un aimant, toutes les particules de latex ma- 
gnetiques (celles qui ont reagi et celtes qui n'ont pas 
reagi) sont rassembtees et entrainent done les products 
reactionnels resultant de I'agglutination, d'une part, tan- 
dis que les particules non-magnetiques lib res, e'est-a- 
dire non agglutinees avec lesdites particules de latex 
magndtiques sort dlrectement (quand le second compo- 
sant immunologique est la substance immunologique X) 
soit par I'intermediaire de la substance antigenique a 
doser (quand le second composant immunologique est 
un anticorps antiX de ia substance immunologique X a 
tester), restent en suspension et permettent une dva- 
luation soit a Poeii nu soft au moyen d'un photometre, 
d'autre part 

[0042] Uevaluatton de fetape (4°) est effectuee par la 
mesure de la variation de density optique (OD). ladite 
variation etant (I) proportionnelle a la concentration en 
particules non-magnetiques non affectdes par le champ 
magnetique dans ladite portion (P) et (ni) inversement 
proportionnelle a la concentration en substance X a tes- 
ter. 

[0043] En pratique, cette evaluation est effectuee par 
une variation de 00 notamment par la determination de 
I'absorbance ou de la diffusion de la lumiere, soit encore 
par fluorescence, phosphorescence, luminescence ou 



chemiluminescence. 

[0044] Ainsi, quand la substance X a tester est un an- 
tigene ou uri anticorps et les premier et second compo- 
sants immunologiques sont des anticorps monoclonaux 
5 (voire meme polyclonaux) specifiques de ladite subs- 
tance X utilises selon des quantites connues (ledit se- 
cond composant immunologique Stant stoechiometri- 
quement en exces par rapport a ladite substance X). on 
realise un dosage en retour de facon directe car apres 
io separation au moyen du champ magnetique la variation 
de 00 est (i) proportionnelle a la quantite de particules 
non-magnetiques sensibilizes par le second compo- 
sant immunologique restant en suspension et (ii) inver- 
sement proportionnelle a (ou une fonction dScroissante 

'$ de) la concentration en substance X a tester. 

■ [004S] En revanche si la substance X a tester est un 
antigene, le premier composant immunologique est un 
anticorps monoclonal (antiX) specifique de ladite subs- 
tance X (utilise" selon une quantitd connue) et le second 

W composant immunologique est la substance X (utilised 
selon une quantite connue et marquee) ou un anticorps 
monoclonal [anti(antiX)] dirige" contre antiX (utilise* selon 
une quantitd connue et marqud), on realise alors apres 
separation au moyen du champ magnetique un dosage 

2S en direct (qui est un dosage inverse du dosage dit en 
retour) de I'antigene X a doser. 
[0046] Le marquage du rSactif immunologique cons- 
titue" par des particules sensibilisess par le second com- 
posant immunologique concerns ici soit ledit second 

30 composant (marquage notamment par couplage avec 
un moyen fluorescent), sort lesdites particules (marqua- 
ge resultant notamment de ('utilisation de particules co- 
lored ou fluorescentes). 

[0047] De plus, comme indiqud ci-dessus l'utilisation 
3S de particules colordes ou fluorescentes pour les parti- 
cules sensibilisees par le second composant immuno- 
logique, notamment des microbilies de latex colordes, 
fluorescentes, phosphorescentes, luminescentes ou 
chemilumtnescentes ameliore la sensibility du dosage 
40 selon le proedde de I'inventton. 

[004a] Comme les milieux biologiques liquides conte- 
nant la substance immunologique a tester peuvent con- 
ten ir le RR notamment dans ie cadre d'un dosage sur 
plasma d'un produtt intervenant dans les mecanismes 
<5 de Themostase, il est parfois utile et avantageux de rem- 
placer I'anticorps des premier et second composants 
immunologiques par I'un des fragments (depourvu de la 
branche c sensible audit RF) tels que F(ab) ou mieux F 
(abV 

so [0049] La figure 1 illustre schematiquement les me- 
canismes de mise en oeuvre d'un dosage en retour de 
facon directe. Selon la portion 1a, on met en contact et 
laisse reagir (pendant une duree inferieure ou egale a 
1 h, de preference pendant une duree inferieure ou ega- 

55 ie a 0, 75 h, et mieux pendant une dur$e de 5 a 30 
minutes ; on arrive dans fa majorite" des cas a une dure" e 
de dosage de 10-15 minutes voire inferieure a 10 minu- 
tes) dans un reacteur (ici une cuvette ou microcuvette) 
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une substance immunologique 11, k doser qui est un 
antigens, des particules de latex paramagnetiques 12 
sensibilisees par un premier anticorps monoclonal 13 
dirigd specifiquement contre iadite substance immuno- 
logique. et des particules de latex non-magnetiques 14 
(de preference colordes ou fluorescentes) sensibilisees 
par un. second anticorps monoclonal 15 dirige specifi- 
quement contre Iadite substance immunologique. 
[0050] Apres incubation (i.e. reaction) a. une tempe- 
rature appropriee (notamment comprise entre RT et 
60° C. et mieux k RT) on applique, selon la portion 1b, 
un champ magnetique en approchant un aimant 20 au 
voisinage du fond du recipient reactionnel 10. Les pro- 
ducts reactionnels resultant de I'agglutination 

1 1 -K 1 2-1 3)+<1 4- 1 5)-4(1 2-1 3)-1 1 -(1 4-1 5) 

et le cas echeant le reactif immunologique (12*13) qui 
n'aurart pas rdagi sont attires par I'aimant 20, tandis que 
I'sxcss du reactif (14-15) qui n'a pas reagi reste en sus- 
pension. En d'autres termes, sous Taction du champ 
magnetique, les particules de latex magnetiques entraN 
nent et rassemblent les produits reactionnels qui resul- 
tent de I'agglutination, alors que les particules non-ma- 
gnetiques en exces et non incluses dans iesdits produits 
reactionnels permettent une mesure de OD par I'inter- 
mediaire d'une portion (P) transparente 21 prevue sur 
la paroi laterals du recipient reactionnel 10. puis d'en 
deduire la concentration de Iadite substance immunolo- 
gique contenue dans I'echantillon a doser. Cette con- 
centration peut dtre ddterminde a partir d'une courbe 
d'dtatonnage ou encore, le cas echeant, k partir d'un ou 
deux essais de controls. Pendant la mesure de OD, on 
maintient le champ magnetique. 
[0051] D'une manidre generate, une duree d'incuba- 
tion de 5 minutes k 30 minutes est suffisants pour per- 
mettre une evaluation tres precise : on arrive a un seuil 
de sensibility de I'ordre de 1-10 ng/ml, notamment pour 
le dosage de la Proline C, identique ou analogue au 
seuil infdrieur (1 ng/ml) des techniques EIA et RIA ac- 
tuellement utilisdes. Dans le dosage du PAI-1, avec des 
latex fluorescents, on obtient dgalement une sensibility 
identique voire mdme inf6rieure au seuil desdites tech- 
niques ElAet RIA. 

[0052] De facon stmilatra, le dosage "en retour* de la 
figure 1 , peut dtre modifid en dosage "direct - en rempla- 
cant i'anticorps monoclonal 15 fixe sur des particules 
1 4, par la substance immunologique utilised selon une 
quantity connue et ftx6e sur des particules 14 appro- 
prides. On a alors un dosage dans lequel les antigdnes 
1 1 (la substance X a tester) et 1 5 (ainsi modifid) reagis- 
sent en competition avec I'anticorps 13 fixe sur tes par- 
ticules de latex paramagnetiques 12. 
[0053] Unterdt du procede selon I'invention reside 
essentieilement dans la rapidite et la simplicity de sa 
mise en oeuvre au sein d'un mdme milieu liquide dans 
le mdme recipient reactionnel, SI (a quantite d'un des 



premier et second composants immunotogiques est in- 
suffisante, il est possible de rajouter ce produit dans ie 
mdme recipient reactionnel et de proceder apres reac- 
tion a une nouvelle evaluation de OD. Ainsi. la solution 
s technique preconisee selon I'invention permet de reaii- 
ser un dosage en retour "en un temps' (meme microcu- 
verte. mdmes reactifs. meme milieu reactionnel. sans 
filiations ni lavages intermediates). 
[0054] Comme le reactif immunologique constitue par 
jo des particules de latex magnetiques sensibilisees par 
le premier composant immunologique et !e reactif im- 
munologique constitue par des particules non-magneti- 
ques sensibilisees par le second composant immunolo- 
gique sont chacun foumis en suspension dans un tarn- 
's pon biologique, on peut eviter de preparer specialement 
un milieu tampon particuiier pour la reaction immunolo- 
gique d'agglutination selon le procede de I'invention. II 
suffit d'introduire I'echantillon contenant la substance 
immunologique a dossr dans le milieu du premier reactif 
20 immunologique ou du second reactif immunologique 
avec lequel elle ne r6agit pas, ou dans le melange des 
milieux des deux si elle reagrt avec chacun d'eux. 
[0055] D'autres av< ntages et caracteristiques de I'in- 
vention seront mieux compris k la lecture qui va suivre 
2S d'exemples de realisation nullement Nmitatifs mais don- 
nes k trtre d'illustration. 

Exempt* 1 Dosage du DDj 

30 [0056] On met en contact au sein d'un tampon liquide 
dispose dans une microcuvette un echantillon de DOi, 
des particules de latex paramagnetiques ayant un dia- 
metred'environ 650 nm et sensibilisees par un anticorps 
monoclonal anti(DDi) (9C3) at des particules de latex 
3S non-magnetiques ayant un diametre d'environ 300 nm 
et sensibilisees par un second anticorps monoclonal an- 
ti-DDi) (2F7) different du premier anticorps monoclonal, 
le tampon liquide pouvant dtre ici ie melange des milieux 
de chaque anticorps. 
to [0057] On iaisse reagir (i.e. incuber) pendant 0,25 h 
k RT. On cree un champ magnetique au moyen d'un 
aimant applique au niveau du fond exterieur de ia mi- 
crocuvette, puis maintient ce champ magnetique pen- 
dant ia mesure de OD. Cette mesure est eff ectuee no- 
's tamment par turbidimetrie k travere une portion trans- 
parente (P) de la paroi lateraie de la microcuvette dis- 
poses en regard du surnagaant. 
[0058] Avec des echantillons renfermant des quanti- 
tes croissantes de DDI, on a etabli la courbe d'etalon- 
so nage de la figure 2 selon le diagramme OD en fonction 
de la concentration en DOi ; la concentration en DOi fi- 
gure en abscisses (en u.g/ml) et la OD mesurde k 450 
ni est donnee en ordonndes. 
[0059] La courbe de la figure 2 est une courbe expo- 
ss nentielle du type 
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Yra + be"* (1) 

dans laquelle. rexperimentation montre que Ton a pour 
le dosage du DDi : s 

a = 0.20557265 
b = 0 97343085 
c = 0.60269355 

10 

[0060] Avec la courbe d'etalonnage de ta figure 2. Ton 
peut determiner la teneur en DDi d'un echantillon a tes- 
ter. 

[0061] Pour comparaison, on a procede a I'etablisse- 
ment de la courbe d'etalonnage de DDi par une techni- ,s 
que EIA selon les reactifs et le protocole operatoire de 
la trousse "ASSERACHROM* D-DIMERE' (commer- 
cialises par (a societe dite DIAGNOSTICA STAGO). La 
courbe obtenue est donnee dans la figure 3 selon le me- 
me systeme de coordonnees que la courbe de la figure 20 
2. La courbe de la figure 3 est une courbe exponentielle 
selon ('equation (1) ci-dessus, avec 

a = 0,25361282 

b = 0,98641938 2S 
c = 0,49755979 

[0062] La correlation des resultats des mesures selon 
le precede de dosage en retour de I'invention et le do- 
sage en retour selon la technique EIA prdctee est une 30 
droits comme representee dans la figure 4. Le coeffi- 
cient de correlation (r 2 ) est superieure a 0,9. 

Exempt* 2 Dosage du PAM 

3S 

[0063] On procede selon le protocole operatoire dd- 
crit a I'exemple 1 et iilustre par la figure 1 , au dosage en 
retour du PAM contenu dans un echantillon au moyen 
d'un rdactif immunologique constitud par des particuies 
de latex paramagnetiquea (diametre : 600 nm) sensibi- 40 
lisdes par un premier anticorps monoclonaf anti(PAI-l) 
(7F5) et d'un reactlf immunologique constltue par des 
particuies de latex non-magnetiques (diametre : 250 
nm) sensibilisees par un second anticorps monoclonal 
anti(PAI-1)(7D4). 

[0064] La courbe d'etalonnage du PAM peut dtre re- 
presentee par une courbe exponentielle selon ('equa- 
tion (1 ), ou une courbe hyperbolique senaiblement equi- 
valente a ladite courbe exponentielle. 

so 

Exempt* $ Dosaoe de la Proteine C 

[0065] On procede selon le protocole operatoire de- 
crit a i'exemple 1 et iilustre par la figure 1 . au dosage en 
retourdefacondirectedelaProteineC. enutillsantdeux 55 
anticorps monocbnauxspecifiquea de la Proteine C. les 
particuies de latex non-magnetiques etant fluorescen- 



tes. 

[0066] La courbe d'etalonnage correspondante selon 
le systeme fluorescence = fonction de la concentration 
en Proteine C est donnee a la figure 5 ou X est la con- 
centration en Proteine C (exprimee en % pAO en abs- 
cisses, et Y est la fluorescence en ordonnees. Le seuil 
de sensibilite est de I'ordre de 10 ng/ml. 

Exemple 4 Dosage du DDi 

[0067] On procede comme indique a I'exemple 1 ci- 
dessus, avec la difference que I'on effectue le dosage 
direct du DDi en utilisant des particuies de latex para- 
magnetiques sensibilisees avec un anticorps anti(Ddi), 
a savoir ici I'anticorps 9C3, et des particuies de latex 
fluorescent non-magnetiques sensibilisees avec DDi. 
[0068] La courbe d'etalonnage correspondante selon 
le systeme fluorescence = fonction de la concentration 
en DDi libre est donnee a la figure 6 ou X est la concen- 
tration en DDi libre (exprimee en u,g/ml) en abscisses et 
Y est la fluorescence en ordonneee 

Exempt* 5 Dosage du PAM 

[0069] On procede comme indique a I'exemple 2 ci- 
dessus, avec la difference que I'on effectue le dosage 
en retour du. PAM en utilisant des particuies de latex 
paramagnetiques sensibilisees avec un anticorps anti 
(PAM ), a savoir ici I'anticorps 7D4, et des particuies de 
latex fluorescent non-magnetiques sensibilisees avec 
un second anticorps anti(PAM), a savoir ici i'anticorps 
7F5. 

[0070] La courbe d'etalonnage correspondante selon 
le systeme fluorescence = fonction de la concentration 
en PAM est donnee a la figure 7 ou X est la concentra- 
tion en PAM (exprimee en ng/ml) en abscisses et Y est 
la fluorescence en ordonnees. 
[0071] La sensibilite de ce dosage du PAI - 1 est de I'or- 
dre de 1 ng/ml. 

Exempt* $ Dosage de HBsAa 

[0072] On procede selon le protocole operatoire d6- 
crit a I'exemple 1 et iilustre par la figure 1 , au dosage en 
retour de HBsAg, en utilisant deux anticorps monoclo- 
naux (ou a la rigueur polyctonaux) specifiques de HB- 
sAg. 

Exempt* 7 Dosage de HBsAb 

[0073] On met en contact au sein d'un tampon liquide 
dispose dans une microcuvette un echantillon de HB- 
sAb, des particuies de latex paramagnetiques ayant un 
diametre d'environ 650 nm et sensibilisees par un pre- 
mier antigene HBsAg et des particuies de latex non-ma- 
gnetiques ayant un diametre d'environ 300 nm et sen- 
sibilisees par un second antigene HBsAg different du 
premier antigene, le tampon liquide pouvant dtre ici le 
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melange des milieux de'chaque antigens. 
[0074] On laisse reagir (i.e. incuber) pendant 0.25 h 
a RT. On cree un champ magndtique au moyen d'un 
aimant applique au niveau du fond exterieur de la mi- 
crocuvette. puis maintient ce champ magnetique pen- 
dant la mesure de OD. Cette mesure est eftectue'e no- 
•amment par turbidimetrie a travers une portion trans- 
parente de la paroi laterals de la microcuvette disposee 
en regard du surnageant. 

[0075] La courbe d'etalonnage correspondante obte- 
nue par turbidimetrie selon le systems 00 = lonction de 
la concentration en HBsAb est donnee a la figure 3 ou 
Y est la concentration en HBsAb (exprimee en pig/ml) 
en abscisses, et X est la 00 en ordonndes. 
[0076] En ce qui concerne le necessaire de dosage 
ou ^identification, on preconise ce qui suit : 



[0078] Les rdsultats obtenus ont et6 consignes dans 
ie tableau I ci-apres. Ms montrent que la technique selon 
Pinvention est bien plus sensible que cells des deux 
techniques anterieures. 



TABLEAU 1 



$6ui! do sensiblllte *n HBsAb 


TECHNIQUE 


SEUIL DE SENSIBILITE 


Ex. 7 selon I'invention 


0,04 ng/ml 


US-A-4 115 535 


0.60 u.g/ml 


EP-A-0 410 893 


0.50 u.g/ml 



IS 

Revendlcatlons 



1 9 ) quand ladite substance immunologique (X) est 
une substance antigenique, le premier reactif im- 
munologique est sensibilise par un anticorps mono- 
clonal specifique de X et le second reactif immuno- 
logique est sensibilise* par un anticorps monoclonal 
specifique de X, different du precedent et fixe" sur 
des particules de latex non-magnetiques ; 
2°) quand X est un anticorps, le premier reactif im- 
munologique est sensibilise par un antigene speci- 
fique de X et le second reactif immunologique est 
sensibilise" par un antigene specifique de X, diffe- 
rent du precedent et fixe sur des particules de latex 
non-magn6tiques ; 

3°) quand X est un antigene, le premier reactif im- 
munologique est senbilise par un anticorps mono- 
clonal specifique de X et le second reactif immuno- 
logique est sensibilise par un anticorps monoclonal 
specifique de X, different du precedent et fixe sur 
des particules colloidales d'or ou tfargent non- 
magnetiques ; et, 

4°) quand X est un anticorps, le premier reactif im- 
munologique est senbilise par un antigene specifi- 
que de X et le second reactif immunologique est 
sensibilise par un antigene specifique de X diffe- 
rent du precedent et fixe sur des particules colloi- 
dales d'or ou d'argent non-magnetiques. 

BsssLb comparattf* 

[0077] On a determine pour comparison le seuil de 
sensibiiite du dosage de HBsAb selon Texemple 7 de 
I'invention avec (a technique decrite dans US-A-4 115 
535 precrte mettant en oeuvre des particules de latex 
non-magnetiques sensibillsees par le premier antigene 
HBsAg et des particules de latex magnetiques et colo- 
rees sensibilisees par ledit premier antigene HBsAg, 
d'une part, et la technique decrite dans EP-A-0 410 893 
prectte mettant en oeuvre des particules de latex non- 
magnetiques sensibilisees par le premier antigene HB- 
sAg et des particules de latex magnetiques et coiorees 
sensibilisees par la proteins A. 



1 . Precede de dosage en retour de facon directe d'une 
substance immunologique (X) choisie parmi I'en- 
20 semble constltue par les antig&nes et les anticorps 
et susceptible d'etre presents dans un echantillon 
a tester, ledit precede, qui met en oeuvre (i) des par- 
ticules de latex magnetiques, (ii) des particules non- 
magnetiques et (iii) une reaction immunologique 

2$ 

X + antiX-*X-(antiX), 

etant caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
30 consistant a 

(1 °) mettre en contact dans un milieu liquide le- 
dit echantillon a tester et pouvant contenir ladi- 
te substance immunologique avec des quanti- 
35 tes biologiquement connues 

(A) d'un premier reactif immunologique en 
suspension dans un tampon et constrtue 
par des particules de latex magnetiques 

40 sensibilisees par un premier composant 

qui est un anticorps (antiX) de ladite subs- 
tance immunologique, et 

(B) (fun second reactif immunologique en 
suspension dans un tampon et constrtue 

45 par des particules non-magnetiques sensi- 

bilisees par un second composant qui est 
un anticorps de ladite substance immuno- 
logique, ledit second composant etant (i) 
stoechiometriquement en exces par rap- 
so port a ladite substance immunologique X a 
tester et (ni) different dudit premier compo- 
sant (antiX) ; 

(2°) incuber le milieu reactionnei resultant pen- 
55 dant une duree inferieure ou egale a 1 h pour 

mettre en oeuvre la ou les reactions immuno- 
togiques 
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X f antiX X-(antiX) : 

(3°) appliquer un champ magnetique pour se- 
parer. dans le milieu reactionnel resultant, les $ 
produits magnetiques deplaces par ledit champ 
magnetique des produits non-magnetiques 
non affectes par ledit champ magnetique : puis. 
(4 a ) evaluer ladite substance immunologique 
(X), pouvant etre presents dans I'echantillon a to 
tester, par I'observation de la portion (P) du mi- 
lieu reactionnel resultant ne contenant que des 
produits non-magnetiques en suspension dans 
ladite portion (P) et non affected par ta reaction 
immunologique et ledit champ magnetique. is 

Precede de dosage en retour de lacon directe d'une 
substance immunologique (X) choisie parmi Pen- 
semble constitue par les anticorps et susceptible 
d'etre presents dans un echantillon a tester, ledit 80 
proc^de, qui met en oeuvre (i) des particules de la- 
tex magnetiques, (ii) des particules non-magneti- 
ques et (iii) une reaction immunologique 

25 

Antigene + anticorps -+ antigene - anticorps 

etant caracterisd en ce qu'il comprend les Stapes 
consistant a 

30 

( 1 a ) mettre en contact dans un milieu liquide le- 
dit echantillon a tester et pouvant contenir ladi- 
te substance immunologique avec des quanti- 
ty biologiquement connues 

35 

(A) d'un premier reactif immunologique en 
suspension dans un tampon et constitue 
par des particules de. latex magnetiques 
sensibilisees par un premier composant 

qui est un antigene specifique de ladite to 
substance immunologique, et 

(B) d'un second reactif immunologique en 
suspension dans un tampon et constitue 
par des particules non-magnetiques sensi- 
bilisees par un second composant qui est *s 
un antigene de ladite substance immuno- 
logique, ledit second composant etant (i) 
stoechlometriquement en exces par rap- 
port a ladite substance immunologique X a 
tester et (II) .different dudlt premier compo- so 
sant antigene ; 

(2°) incuber le milieu reactionnel resultant pen- 
dant une dur6e inf6rieure ou egale a 1 h pour 
mettre en oeuvre la ou les reactions immuno- 55 
logiques antigene + anticorps -> antigene -. 
anticorps ; 

(3°) appliquer un champ magnetique pour se- 



parer. dans le milieu reactionnel resultant, les 
produits magnetiques deplaces par ledit champ 
magnetique des produits non -magnet iques 
non affected par ledit champ magnetique . puis. 
(4°) evaluer ladite substance immunologique 
(X), pouvant etre prdsente dans i'echantillon a 
tester, par I'observation de la portion (P) du mi- 
lieu reactionnel resultant ne contenant que des 
produits non-magnetiques en suspension dans 
ladite portion (P) et non affectes par la reaction 
immunologique et ledit champ magnetique. 

3. Proc6dd de dosage d'une substance immunologi- 
que (X) choisie parmi I'ensemble constitue par les 
antigenes et les anticorps et susceptible d'etre pre- 
sents dans un echantillon a tester, ledit precede, qui 
met en oeuvre (i) des particules de latex magneti- 
ques, (ii) des particules non-magnetiques et (iii) une 
reaction immunologique 

X + antiX X-(antiX). 

etant caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
consistant a 

(1 •) mettre en contact dans un milieu liquide le- 
dit echantillon a tester et pouvant contenir ladi- 
te substance immunologique avec des quanti- 
tes biologiquement connues 

(A) d'un premier reactif immunologique en 
suspension dans un tampon et constitue 
par des particules de latex magnetiques 
sensibilisees par un premier composant 
qui est un anticorps (antiX) de ladite subs- 
tance immunologique, et 

(B) d'un second reactif immunologique en 
suspension dans un tampon et constitue 
par des particules non-magnetiques sensi- 
bilisees par un second composant qui est 
ladite substance immunologique ; 

(2°) incuber le milieu reactionnel resultant pen- 
dant une duree infarieure ou egale a 1 h pour 
mettre en oeuvre la ou les reactions immuno- 
logiques . 

X + antiX -> X-(antiX) ; 

(3°) appliquer un champ magnetique pour se- 
parer, dans le milieu reactionnel resultant, les 
produits magnetiques deplaces par ledit champ 
magnetique des produits non-magnetiques 
non affectes par ledit champ magnetique ; puis, 
(4°) evaluer ladite substance immunologique 
(X), pouvant dtre presente dans P echantillon a 
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tester, par I'observation da la portion (P) du mi- 
lieu reactionnel resultant ne contenant que des 
produits non-magnetiques en suspension dans 
ladite portion (P) et non aff ectes par la reaction 
immunologique et ledit champ magnetique. 

4. Procede suivant rune quelconque des revendica- 
(ions 1 2 ou 3. caracterise en ce que la duree d'in- 
cubation du stade (2°), au cours de laquelle se de- 
veloppe ('ensemble des reactions immunologiques. 
est mferieure ou egale a 45 minutes, et mieux com- 
prise entre 5 et 30 minutes. 

5. Procede* suivant Tune quelconque- des revendica- 
lions 1, 2 ou 3, caracterise en ce que les particules 
non-magnetiques sont des particules colloidates 
d'or ou d'argent. ' 

6. Procede* suivant I'une quelconque des revendica- 
tions 1, 2 ou 3, caracterise en ce que les particules 
nori-magnetiques sont des particules de bentonite 
ou de charbon actif. 

7. Procede* suivant la revendication 1 , caracterise" en 
ce que (a) la substance immunologique a tester est 
un antigene, et (b) le premier reactif immunologique 
et le second reactif immunologique component 
chacun un anticorps specifique de ladite substance 
immunologique. 

8. Procddd suivant la revendication 3, caracterisd en 
ce que la substance immunologique X a tester est 
un anticorps, le premier reactif immunologique 
comporte un anticorps antiX specifique de ladite 
substance immunologique X, ledit anticorps antiX 
6tant un anti(anticorps), et le second reactif immu- 
nologique comporte un anticorps qui est ladite 
substance immunologique marquee. 

9. Precede" suivant la revendication t, caracterisd en 
ce que (a) la substance immunologique X a tester 
est un anticorps, et (b) le premier reactif immunolo- 
gique et le second reactif immunologique compor- 
tent chacun un anticorps antiX specifique de ladite 
substance immunologique X chaque anticorps an- 
tiX etant un anti(anticorpa) 

1 0. Precede* suivant la revendication 1 ou 2, caracterise" 
en ce que revaluation de l'e*tape (4°) est effectuee 
par la mesure de la variation de densrte* optique 
(00), ladite variation etant (0 proportionnelle a la 
concentration en particules non-magnetiques non 
aff ecte* es par le champ magnetique dans ladite por- 
tion (P) et (ni) inversement proportionnelle a la con- 
centration en substance X a tester. 

1 1 . Precede* suivant Tune quelconque des revendica- 
tions 1-3. caracterisd en ce que le composant du 
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second reactif immunologique est fixe sur des par- 
ticules de latex non-magnetiques. 

12. Procede suivant la revendication 1 ou 10. caracte- 
rise en ce que revaluation de I'etape (4°) est effec- 
tu6e, en presence du champ magnetique, par la de- 
termination de la densite* opiique par transmission, 
diffusion, fluorescence, phosphorescence, lumi- 
nescence ou chemiluminescence. 

13. Necessaire de dosage ou de determination, seion 
le procede* de la revendication 1 , 2 ou 3, d'une subs- 
tance immunologique (X) pouvant etre contenue 
dans un echantilton a tester, ledit necessaire etant 
caracterisd en ce qu'il comprend 

- pour la mise en oeuvre du proceed selon la 
revendication 1 : 

un reactif immunologique constitue par des 
particules de latex magnetiques sensibili- 
sees par un premier anticorps (antiX) de la 
substance X, et ; 

un reactif immunologique constitue* par des 
particules non-magnetiques sensibilisees 
par un second anticorps de la substance X 
different dudit premier anticorps antiX ; 

- pour la mise en oeuvre du precede seion la 
revendication 2, ou X est un anticorps : 

un reactif immunologique constitue* par des 
particules de latex magnetiques sensibili- 
sees par un premier antigene specifique de 
I'anticorps X, et 

un reactif immunologique constitue par des 
particules non-magnetiques sensibilisees 
par un second antigene specifique de I'an- 
ticorps X et different dudit premier 
antigene ; et 

pour la mise en oeuvre du proceed seion la re- 
vendication 3 : 

un reactif immunologique constitue par des 
particules de latex magnetiques sensibili- 
sees par un premier composant qui est un 
anticorps (antiX) de la substance X et ; 
un reactif immunologique constitue par des 
particules non-magnetiques sensibilisees 
par un second composant qui est ladite 
substance X 

14. Necessaire de dosage suivant la revendication 13 
pour mettre en oeuvre le procede selon la revendi- 
cation 1, caracterise en ce que, quand ladite subs- 
tance immunologique X est un antigene, ie premier 
reactif immunologique est sensibiiise* par un anti- 
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corps monoclonal specifique de la substance immu- 
nologique X a doser et le second reactif immunolo- 
gique est sensibilise par un anticorps monoclonal 
specifique de ladite substance immunologique X a 
doser. different du precedent et fixe" sur des parti- * 
cules de latex non-magnetiques. 

15. Necessaire de dosage suivant la revendication 13 
pour mettre en oeuvre le procede* selon la revendi- 
cation 2. caracterise en ce que. quand ladite subs- '0 
tance immunologique X est un anticorps. le premier 
reactif immunologique est sensibilise" par un antige- 

ne specifique de la substance immunologique X a 
doser et le second reactif immunologique est sen- 
sibilise par un antigene specifique de ladite subs- '$ 
tance immunologique X a doser. different du prece- 
dent et fixe* sur des particules de latex non-magne- 
tiques. 

16. Necessaire de dosage suivant la revendication 13 
pour mettre en oeuvre le proceed selon la revendi- 
cation 1 , caracterise en ce que, quand ladite subs- 
tance immunologique X est un antigene, le premier 
reactrf immunologique est sensibilise* par un anti- 
corps monoclonal specifique de la substance immu- 2S 
nologique X a doser et le second reactrf immunolo- 
gique est sensibiiisd par un anticorps monoclonal 
specifique de ladite substance immunologique X a 
doser. different du precedent et fixe sur des parti- 
cules col lo tdales d'or ou d'argent non-magnetiques. oo 

17. Necessaire de dosage suivant la revendication 13 
pour mettre en oeuvre le precede selon la revendi- 
cation 2, caracterise en ce que, quand ladite subs- 
tance immunologique X est un anticorps, le premier 3$ 
reactif immunologique est sensibilise par un antige- 
ne specifique de la substance immunologique X a 
doser et le second reactif immunologique est sen- 
sibilise par un antigene specifique de ladite subs- 
tance immunologique X a doser, different du prec6- <o 
dent et fixe sur des particules colloTdales d'or ou 
d'argent non-magnetiques. 

18. Necessaire de dosage suivant la revendication 14 
ou 1 5, caracterise en ce que les particules de latex 
non-magnetiques sont cofor6ea, fluorescentes, 
phosphorescentes, luminescentes ou chemilumi- 
nescentes. 

so 

Patentanspruch* 

1. Verfahren zur direkten Gegendosierung einer im- 
munologischen Substanz (X), die aus der Qruppe 
ausgewahlt ist. welche aus den Anttgenen und den ss 
Antikorpem besteht, und geeignet ist, um in einer 
Testprobe vorzuiiegen, wobei das Verfahren, das 
von (i) magneti8chen Latexteilchen, (ii) nicht-ma- 
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gnetischen Teilchen und (iii) einer immunologi- 
schen Reaktion 



X ♦ AntiX -+ X-(AntiX) 

Gebrauch macht. dadurch gekennzeichnet ist. daO 
es die Schritte umfaGt, bestehend aus: 

(1.) in Kontakt bringen der Testprobe. die die 
immunologische Substanz enthalten kann. m 
einer flussigen Umgebung mit biologisch oe- 
kannten Mengen 

(A) eines ersten immunologischen Rea- 
gens in Suspension in einem Tampon, das 
aus magnetischen Latexteilchen besteht. 
die durch einen ersten Bestandteii, der ein 
Antikorper (AntiX) der immunologischen 
Substanz ist, sensibilisiert sind, und 

(B) eines zweiten immunologischen Rea- 
gens in Suspension in einem Tampon, das 
aus nhht-magnetischen Teilchen besteht, 
die durch einen zweiten Bestandteii, der 
ein Antikorper der immunologischen Sub- 
stanz. ist, sensibilisiert sind, wobei der 
zweite Bestandteii (i) im Verhaltnis zur zu 
testenden immunologischen Substanz X 

. st6chiometrischimUberschu3vorliegtund 
(ii) vom ersten Bestandteii (AntiX) ver- 
schieden ist; 

(2.) Inkubieren der resultierenden Reaktions- 
umgebung wahrend einer Zeitdauer unterhalb 
Oder gleich 1 h, um die immunologische(n) Re- 
aktion(en) 

X + AntiX X-(AntiX) 
auszufOhren; 

(3.) Anlegen eines Magnetf aides, um in der re- 
sultierenden Reaktionsumgebung die durch 
das Magnetf eld verlagerten magnetischen Pro- 
duce von den nicht-magnetischen Produkten, 
auf die durch das Magnetfefd nicht eingewirxt 
wird, zu trennen; und dann 
(4.) Auswerten der immunologischen Substanz 
(X), die in der Testprobe vorliegen kann, durch 
die Beobachtung des Teils (P) der resultieren- 
den Reaktionsumgebung, der nur nicht-ma- 
gnetische Produkte enthalt, die in dem Teil (P) 
in Suspension vorliegen und nicht von der im- 
munologischen Reaktion und dem Magnetfeld 
betroffen sind. 

2. Verfahren zur direkten Gegendosierung einer im- 
munologischen Substanz (X), die aus der Gruppe 
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ausgewahit ist. wefche aus dan Antikdrpern be- 
steht. und geeignet ist, urn in einer Testprobe vor- 
zuliegen. wobei das Verfahren, das von (i) magne- 
tischen Latexteilchen, (ii) nicht-magnetischen Teil- 
chen und (iii) einer immunologischen Reaktion 

Antigen + Antikorper Antigen - Antikorper 



3. 



Verfahren zur Oosierung einer immunologischen 
Substanz (X), die aus der Gruppe ausgewahit ist. 
welche aus den Antigenen und den Antikdrpern be- 
steht, und geeignet ist. um in einer Testprobe vor- 
zuliegen. wobei das Verfahren, das von (i) magne- 
tischen Latexteilchen, (ii) nicht-magnetischen Teil- 
chen und (iii) einer immunologischen Reaktion 



Gebrauch macht, dadurch gekennzeichnet ist, daG 
es die Schritte umfaGt, bestehend aus: 

(1.) in Kontakt bringen der Testprobe, die die 
immunologische Substanz enthalten kann, in 
einer flussigen Umgebung mit biologisch be- 
kannten Mengen 

(A) eines ersten immunologischen Rea- 
gens in Suspension in einem Tampon, das 
aus magnetischen Latexteilchen besteht, 
die durch einen ersten Bestandteil, der ein 
spezifischea Antigen der immunologi- 
schen Substanz ist, sensibillsiert sind, und 

(B) eines zweiten immunologischen Rea- 
gens in Suspension in einem Tampon, das 
aus nicht-magnetischen Teilchen besteht, 
die durch einen zweiten Bestandteil, der 
ein Antigen der immunologischen Sub- 
stanz ist, sensibilisiert sind, wobei der 
zweite Bestandteil (i) im Vertialtnis zur zu 
testenden immunologischen Substanz X 
stochiometrisch im UberschuG vorliegt und 
(ii) vom ersten Antigen-Bestandteil ver- 
schieden ist; 

(2.) Inkubieren der resultierenden Reaktions- 
umgebung wahrend einer Zeitdauer unterhaib 
Oder gleich 1 h, um die immunologische(n) Re- 
aktion(en) 

Antigen + Antikorper -> Antigen - Antikorper 
auszufuhren; 

(3.) Anlegen eines Magnetfeldes, um in der re- 
sultierenden Reaktionsumgebung die durch 
das Magnetfeld verlagerten magnetischen Pro- 
duce von den nicht-magnetischen Produkten, 
auf die durch das Magnetfeld nicht eingewirkt 
wird, zu trennen; und dann 
(4.) Auswerten der immunologischen Substanz 
(X), die in der Testprobe voriiegen kann. durch 
die Beobachtung dee Tails (P) der resultieren- 
den Reaktionsumgebung, der nur nicht-ma- 
gnetische Produkte enthait, die in dem Teil (P) 
in Suspension voriiegen und nicht von der im- 
munologischen Reaktion und dem Magnetfeld 
betroffen sind. 



to 



is 



20 



25 



30 



35 



40 



SO 



X + AntiX -+ X-(AntiX) 

Gebrauch macht, dadurch gekennzeichnet ist. daG 
es die Schritte umfaGt, bestehend aus: 

(1.) in Kontakt bringen der Testprobe, die die 
immunologische Substanz enthalten kann, in 
einer flussigen Umgebung mit biologisch be- 
kannten Mengen 

(A) eines ersten immunologischen Rea- 
gens in Suspension in einem Tampon, das 
aus magnetischen Latexteilchen besteht, 
die durch einen ersten Bestandteil, der ein 
Antikorper (AntiX) der immunologischen 
Substanz ist, sensibilisiert sind, und 

(B) eines zweiten immunologischen Rea- 
gens in Suspension in einem Tampon, das 
aus nicht-magnetischen Teilchen besteht, 
die durch einen zweiten Bestandteil, der 
die immunologische Substanz ist, sensibi- 
lisiert sind; 

(2.) Inkubieren der resultierenden Reaktions- 
umgebung wahrend einer Zeitdauer unterhaib 
oder gleich 1 h, um die immunologische(n) Re- 
aktion(en) 

X + AntiX -+ X-(AntlX) 
auszufuhren; 

(3.) Anlegen eines MagnetfekJes, um in der re- 
sultierenden Reaktionsumgebung die durch 
das Magnetfeld verlagerten magnetischen Pro- 
dukte von den nicht-magnetischen Produkten, 
auf die durch das Magnetfeld nicht eingewirkt 
wird, zu trennen; und dann 
(4.) Auswerten der immunologischen Substanz 
(X), die in der Testprobe voriiegen kann, durch 
die Beobachtung des Tails (P) der resultieren- 
den Reaktionsumgebung, der nur nicht-ma- 
gnetische Produkte enthalt, die in dem Teil (P) 
in Suspension voriiegen und nicht von der im- 
munologischen Reaktion und dem Magnetfeld 
betroffen sind. 

Verfahren nach irgendeinem der Ansprflche 1, 2 
Oder 3, dadurch gekennzeichnet, daG die Oauer der 
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Inkubation des Schritts (2.). in deren Verlauf sich 
die gesamten immunologischen Reaktionen ent- 
wickeln, geringer a!s Oder gleich 45 Minuten ist und 
besser zwischen 5 und 30 Minuten liegt. 

5. Verfahren nach irgendeinem der Anspruche 1. 2 
Oder 3. dadurch gekennzeichnet. daft die nicht-ma- 
gnetischen Teilchen kolloidale Gold- Oder Sitberteil- 
chen sind. 

6. Verfahren nach irgendeinem der Anspruche 1. 2 
Oder 3, dadurch gekennzeichnet. daft die nicht-ma- 
gnetischen Teilchen Bentonit- Oder Aktivkohle-Teil- 
chen sind. 

7. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, daft (a) die zu testende immunologische Sub- 
stanz ein Antigen ist und (b) das erste immunologi- 
sche Reagens und das zweite immunologische 
Reagens jeweiis einen spezifischen Antikorper der 
immunologischen Substanz enthalten. 

8. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daft die zu testende immunologische Substanz 
X ein Antikorper ist, das erste immunologische Rea- 
gens einen spezifischen Antikorper AntiX der im- 
munologischen Substanz X enthalt, wobei der An- 
tikorper AntiX ein Anti (Antikorper) ist, und das zwei- 
te immunologische Reagens einen Antikorper ent- 
halt, der die markierte immunologische Substanz 
ist 

9. Vertahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, daft (a) die zu testende immunologische Sub- 
stanz X ein Antikorper ist und (b) das erste immu- 
nologische Reagens und das zweite immunologi- 
sche Reagens jeweiis einen spezifischen Antikor- 
per AntiX der immunologischen Substanz X enthal- 
ten, wobei jeder Antikorper AntiX ein Anti(Antik6r- 
per) ist. 

10. Vertahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft die Auswertung des Schritts (4.) 
durch die Messung der Anderung der optischen 
Oichte (00) ausgefQhrt wird, wobei die Anderung 
(i) proportional zur Konzentratton an nicht-magne- 
tischen Teilchen, die nicht von dem Magnetfeld be- 
troffen sind, in dem Teil (P) ist und (ii) invers propor- 
tional zur Konzent ration der zu testenden Substanz 
Xist 
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11. Verfahren nach irgendeinem der Anspruche 1-3, 
dadurch gekennzeichnet, daft der Bestandteil des 
zweiten immunologischen Reagens an nicht-ma- 
gnetische Latexteilchen gebunden ist 55 

12. Vertahren nach Anspruch 1 oder 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, da3die Auswertung des Schritts (4.) 



durch die Bestimmung der optischen Oichte durch 
Transmission. Diffusion, Fluoreszenz, Phosphores- 
zenz, Lumineszenz oder Chemilumineszenz in Ge- 
genwart des Magnetfeldes ausgefQhrt wird. 

13. Satz zur Dosierung oder ziir Analyse einer immu- 
nologischen Substanz (X), die in einer Testprobe 
enthalten sein kann, gemaft dem Verfahren nach 
Anspruch 1, 2 Oder 3, wobei der Satz dadurch ge- 
kennzeichnet ist, daft er umfaftt 

- fur die Ausfuhrung des Verfahrens nach An- 
spruch 1: 

ein immunoiogisches Reagens, das aus 
magnetischen Latexteilchen besteht, die 
durch einen ersten Antikorper (AntiX) der 
Substanz X sensibilisiert sind, und 
ein immunoiogisches Reagens, das aus 
nicht-magnetischen Teilchen besteht, die 
durch einen zweiten Antikorper der Sub- 
stanz X, der vom ersten Antikorper AntiX 
verschieden ist. sensibilisiert sind; 

fur die Ausfflhrung des Verfahrens nach An- 
spruch 2, bei dem X ein Antikorper ist: 

ein immunoiogisches Reagens, das aus 
magnetischen Latexteilchen besteht die 
durch ein erstes spezifisches Antigen des 
Antikorpers X sensibilisiert sind, und 
ein immunoiogisches Reagens, das aus 
nicht-magnetischen Teilchen besteht, die 
durch ein zweites spezifisches Antigen des 
Antikorpers X sensibilisiert sind, das vom 
ersten Antigen verschieden ist; und 

- fOr die Ausfflhrung des Verfahrens nach An- 
spruch 3: 

ein immunoiogisches Reagens, das aus 
magnetischen Latexteilchen besteht, die 
durch einen ersten Bestandteil sensibili- 
siert sind, der ein Antikorper (AntiX) der 
Substanz X ist, und 

ein immunoiogisches Reagens. das aus 
nicht-magnetischen Teilchen besteht, die 
durch einen zweiten Bestandteil, der die 
Substanz X ist, sensibilisiert sind. 

14. Satz zur Dosierung nach Anspruch 13 zur Ausfuh- 
rung des Verfahrens nach Anspruch 1 , dadurch ge- 
kennzeichnet, daft, wenn die immunologische Sub- 
stanz X ein Antigen ist, das erste immunologische 
. Reagens durch einen spezifischen monoklonalen 
Antikorper der zu dosierenden immunologischen 
Substanz X sensibilisiert ist, und das zweite immu- 
nologische Reagens durch einen spezifischen mo- 
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noklonalen Antikdrper der zu dosierenden immuno- 
logischen Substanz X sensibilisiert ist. welcher vom 
vorhergehenden verschieden ist und an nicht-ma- 
gnettsche latexteilchen gebunden ist. 

5 

15. Satz zur Oosierung nach Anspruch 13 zur Ausfuh- 
rung des Verfahrens nach Anspruch 2. dadurch ge- 
kennzeichnet. daO. wenn die immunologische Sub- 
s!anz X em Antikdrper ist. das erste immunologi- 
sche Reagens durch ein spezifisches Antigen der to 
zu dosierenden immunologischen Substanz X sen- 
sibilisiert ist, und das zweite immunologische Rea- 
gens durch ein spezifisches Antigen der zu dosie- 
renden immunologischen Substanz X sensibilisiert 

ist, welches vom vorhergehenden verschieden ist '£ 
und an nicht-magnetische Latexteilchen gebunden 
ist. 

16. Satz zur Oosierung nach Anspruch 13 zur Ausfurv 
rung des Verfahrens nach Anspruch 1 , dadurch ge- 20 
kennzeichnet. daG, wenn die immunologische Sub- 
stanz X ein Antigen ist, das erste immunologische 
Reagens durch einen spezifischen monoklonalen 
Antikdrper der zu dosierenden immunologischen 
Substanz X sensibilisiert ist, und das zweite immu- 2s 
nologische Reagens durch einen spezifischen mo- 
noklonalen Antikdrper der zu dosierenden immuno- 
logischen Substanz X sensibilisiert ist, welcher vom 
vorhergehenden verschieden ist und an nicht-ma- 
gnetische koltoidale Gold- Oder Silberteilchen ge- 30 
bunden ist. 

17. Satz zur Oosierung nach Anspruch 13 zur Ausf On- 
rung des Verfahrens nach Anspruch 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daG. wenn die immunologische Sub- 35 
stanz X ein Antikdrper ist, das erste immunologi- 
sche Reagens durch ein spezifisches Antigen der 

zu dosierenden immunologischen Substanz X sen- ' 
sibilisiert ist, und das zweite immunologische Rea- 
gens durch ein spezifisches Antigen der zu dosie- <o 
renden immunologischen Substanz X sensibilisiert 
ist, welches vom vorhergehenden verschieden ist 
und an nicht-magnetische koltoidale Gold- oder Sil- 
berteilchen gebunden ist. 

4S 

18. Satz zur Oosierung nach Anspruch 1 4 oder 15, da- 
durch gekennzeichnet, daG die nicht-magnetischen 
Latexteilchen gefdrbt sind, fluoreszieren, phospho- 
reszieren, lumineszleren oder chemilumineszieren. 



Claims 

1. A method of assaying, by a direct back assay, an 
immunological substance (X) selected from the 55 
group consisting of antigens and antibodies and 
which may be present in a sample to be tested, said 
method, which uses (i) magnetic latex particles, (li) 



non-magnetic particles and (iii) an immunological 
reaction : 

antigen + antibody -> antigen-antibody. 

said method comprising the steps consisting in * 

(T) bringing into contact in a liquid medium 
said sample to be tested and susceptible to 
contain said immunological substance with bi- 
ologically known quantities of 

(A) a first immunological reagent in sus- 
pension in a buffer and consisting of mag- 
netic latex particles sensitized by a first im- 
munological product, which is an antibody 
(antlX) raised against said immunological 
substance, and , 

(B) a second immunological reagent in 
suspension in a buffer and consisting of 
non -magnetic particles sensitized by a 
second immunological product, which is an 
antibody raised against said immunologi- 
cal substance, said second immunological 
reagent being (i) stoichiometricaJly in ex- 
cess vis-a-vis said substance X to be test- 
ed and (ii) different from said first immuno- 
logical reagent (antiX) ; 

(2 8 ) incubating the resulting reaction medium 
for a period lower than or equal to 1 h in order 
to perform the immunological reaction(s) 

X + antiX -* X - (antiX); 

(3° ) applying a magnetic field to separate, in the 
resulting reaction medium, the magnetic prod- 
ucts displaced by said magnetic field from the 
non-magnetic products unaffected by said 
magnetic field ; then 

(4°) evaluating said immunological substance 
(X), susceptible to be present in the sample to 
be tested, by the observation of a portion (P) of 
the resulting reaction medium containing only 
non-magnetic products in suspension in said 
portion P and unaffected by said immunological 
reaction and said magnetic field. 

2. A method of assaying, by a direct back assay, an 
immunological substance (X) selected from the 
group consisting of antibodies and which may be 
present in a sample to be tested, said method, 
which uses (i) magnetic latex panicles, (ii) non- 
magnetic particles and (iii) an immunological 
reaction : 
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antigen + antibody -» antigen-antibody 
said method comprising the steps consisting in : 

5 

tl') bringing into contact in a liquid medium 
said sample to be tested and susceptible to 
contain said immunological substance with bi- 
ologically known quantities of 

'0 

(A) a first immunological reagent in sus- 
pension in a buffer and consisting of mag- 
netic latex particles sensitized by a first im- 
munological product, which is an antigen 
specific of said immunological substance, '5 
and 

(B) a second immunological reagent in 
suspension in a buffer and consisting of 
non-magnetic particles sensitized by a 
second immunological product, which is an 20 
antigen specific of said immunological sub- 
stance, said second immunological rea- 
gent being (i) stoichiometrically in excess 
vis-a-vis said substance X to be tested and 

(ii) different from said first immunological 25 
antigen reagent ; 

(2°) incubating the resulting reaction medium 
for a period lower than or equal to 1 h in order 
to perform said immunological reaction(s) 30 

antigen + antibody antigen-antibody ; 

(3°) applying a magnetic field to separate, in the 3$ 
resulting reaction medium, the magnetic prod- 
ucts displaced by said magnetic field from the 
non-magnetic products unaffected by said 
magnetic field ; then, 

(4°) evaluating said immunological substance *0 
(X), susceptible to be present in the sample to 
be tested, by the observation of a portion (?) of 
the resulting reaction medium containing only 
non-magnetic products in suspension in said 
portion (P) and unaffected by said immunolog- <5 
icai reaction and said magnetic field. 

A method of assaying an immunological substance 
(X) selected from the group consisting of antigens 
and antibodies and which may be present in a sam- so 
pie to be tested, said method, which uses (i) mag- 
netic particles, (ii) non-magnetic latex particles and 
(iii) an immunological reaction : 

X + antiX X - (antiX) ; 

said method comprising the steps consisting in : 



(1°) bringing into contact in a liquid medium 
said sample to be tested and susceptible to 
contain said immunological substance with oi- 
ologically known quantities of 

(A) a first immunological reagent in sus- 
pension in a buffer and consisting of mag- 
netic latex panicles sensitized by a first im- 
munological product, which is an antibody 
(antiX) raised against said immunological 
substance, and 

(B) a second immunological reagent in 
suspension in a buffer and consisting of 
non-magnetic particles sensitized by a 
second immunological product, which is 
said immunological substance : 

(2°) incubating the resulting reaction medium 
for a period lower than or equal to 1 h in order 
to perform said immunological reaction(s) 

X + antiX-*X-(antiX); 

(3 B ) applying a magnetic field to separate, in the 
resulting reaction medium, the magnetic prod- 
ucts displaced by said magnetic field from the 
non-magnetic products unaffected by said 
magnetic field ; then, 

(4°) evaluating said immunological substance 
(X), susceptible to be present in the sample to 
be tested, by the observation of a portion (P) of 
the resulting reaction medium containing only 
non-magnetic products in suspension in said 
portion (P) and unaffected by said immunolog- 
ical reaction and said magnetic field. 

4. A method according to claim 1 , 2 or 3, wherein the 
incubation of step (2*), during which all the immu- 
nological reactions develop, has a duration lower 
than or equal to 45 minutes and preferably in the 
range between 5 and 30 minutes. 

5. A method according to claim 1 , 2 or 3, wherein the 
non-magnetic particles are colloidal particles of 
gold, or colloidal particles of silver, particles of ben- 
tontte, particles of activated charcoal or latex parti- 
cles. 

6. A method according to claim 1 , 2 or 3, wherein the 
non-magnetic particles are particles of bentonite or 
activated charcoal. 

7. A method according to claim 1 , wherein (a) the im- 
munological substance to be tested is an antigen, 
and (b) the first immunological reagent and the sec- 
ond immunolog icai reagent comprise each a spe- 
cific antibody of said immunological substance. 
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8. A method according to claim 3, wherein the immu- 
nological substance X to be tested is an antibody, 
the first immunological reagent comprises a specific 
antibody (antiX) of said immunological substance 
X. said antiX antibody being an anti(antibody), and 5 
the second immunological reagent which is an an- 
tibody consisting of tag-containing X. 

9. . A method according to claim 1 , wherein (a) the im- 
munological substance X to be tested is an anti- io 
body, and (b) the first immunlogical reagent and the 
second immunological reagent comprise each a 
specific antibody (antiX) of said immunological sub- 
stance (X), each antiX antibody being an anti(anti- 
body). ts 

10. A method according to claim 1 or 2, wherein the 
evaluation of step (4°) is performed by measuring 
a variation in optical density (00), said variation be- 
ing (i) proportional to the concentration of non-mag- 20 
netic particles in said portion (P) which are unaffect- 
ed by the magnetic field, and (ii) inversely propor- 
tional to the concentration of said substance X to 

be tested. 

25 

11. A method according to claim 1. 2 or 3, wherein the 
second immunological reagent is bound to non- 
magnetic latex particles. 

12. A method according to claim 1 or 10. wherein the 20 
evaluation of step (4°) is performed, in the presence 

of the magnetic field, by the determination of the op- 
tical density by transmission, diffusion, fluores- 
cence, phosphorescence, luminescence or chemi- 
luminescence. 3$ 

1 3. A kit to assay or determine, according to the method 
of claim 1 , 2 or 3, an immunological substance (X) 
susceptible to be present in a sample to be tested, 
said kit being characterized in that it comprises <o 

- for carrying out the method of claim 1 : 

an immunological reagent consisting of 
magnetic latex particles sensitized by a 45 
first antibody (antiX) raised against said im- 
munological substance X, and 
an immunological reagent consisting of 
non-magnetic particles sensitized by a 
second antibody raised against said sub- so 
stance X, and different from said first antiX 
antibody; 

• for carrying out the method of claim 2, wherein 
X is an antibody : ss 

an immunological reagent consisting of 
magnetic latex particles sensitized by a 



first antigen specific of said immunological 
substance X, and 

an immunological reagent consisting of 
. non-magnetic particles sensitized by a 
second antigen specific of said immuno- 
logical substance X. and different from said 
first antigen ; and, 

• for carrying out the method of claim 3 : 

an immunological reagent consisting of 
magnetic latex particles sensitized by a 
first antibody (antiX) raised against said im- 
munological substance X, and 
an immunological reagent consisting of 
non-magnetic particles sensitized by a 
second immunological product, which is 
said substance X. 

1 4. A kit according to claim 1 3 for carrying out the meth- 
od of claim 1, wherein, when said immunological 
substance X is an antigen, the first immunological 
reagent is sensitized by a specific monoclonal anti- 
body (antiX) of the immunological substance X to 
be assayed, and the second immunological reagent 
is sensitized by a specific monoclonal antibody of 
said immunological substance X to be assayed, 
which is different from the preceding one and is 
bound to non-magnetic latex particles. 

15. A kit according to claim 1 3 for carrying out the meth- 
od of claim 2. wherein, when said immunological 
substance X is an antibody, the first immunological 
reagent is sensitized by a specific antigen of the im- 
munological substance X to be assayed and the 
second immunological reagent is sensitized by a 
specific antigen of said immunological substance X 
to be assayed, which is different from the preceding 
one and is bound to non-magnetic latex particles. 

16. A kit according to claim 13 for carrying out the meth- 
od of claim 1, wherein, when said immunological 
substance X is an antigen, the first Immunological 
reagent is sensitized by a specific monoclonal anti- 
body of the immunological substance X to be as- 
sayed, and the second immunological reagent is 
sensitized by a specific monoclonal antibody of said 
immunological substance X to be assayed, which 
is different from the preceding one and bound to 
non-magnetic particles of colloidal gold or silver. 

17. A kit according to claim 13 for carrying out the meth- 
od of claim 2, wherein, when said immunological 
substance X is an antibody, the first immunological 
reagent is sensitized by a specific antigen of the im- 
munological substance X to be assayed, and the 
second immunological reagent is sensitized by a 
specific antigen of said immunological substance X 
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to be assayed, which is different from the preceding 
one and bound to non-maynetic particles of colloi- 
dafgoidor silver. 

18. A kit according to claim 14 or 15. wherein the non- s 
magnetic latex particies are colored, fluorescent, 
phosphorescent, luminescent or chemilumines- 
cent. 
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